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Kotimainen rypsi on tärkeä raaka-aine suomalaiselle kasviöljyteollisuudelle. 
Suomessa vuonna 2019 kevätmuotoista rypsiä ja rapsia viljeltiin yhteensä 
noin 36 600 hehtaarilla, josta rypsin osuus oli noin 17 600 hehtaaria. Rypsi 
menestyy Suomen III-viljelyvyöhykkeelle asti eikä se tarvitse pitkää kasvu-
kautta kypsyäkseen ja tuleentuakseen niin kuin rapsi, jonka viljely painottuu 
enemmän eteläisempään Suomeen. Rypsin lajikejalostuksen tavoitteena on 
sadontuottokyvyn nostaminen, joka voidaan toteuttaa risteytyselinvoimaa eli 
heteroosia hyödyntävällä hybridijalostusmenetelmällä, mikä on jo käytössä 
rapsilla. Hybridijalostusmenetelmässä käytetään kahta vanhempainlinjaa, 
joista äitilinja on hedesteriili eli kyvytön tuottamaan hedelmällistä siitepölyä 
ja isälinja on fertiiliyden palauttava eli siitepölytuotannon palauttava. Hybri-
dimenetelmässä äitilinja pölytetään siitepölyä tuottavalla isälinjalla, joka pa-
lauttaa fertiiliyden jälkeläisille. Rypsin hybridijalostusmenetelmään on tuo-
tettu hedesteriili äitilinja mutta toimivan hybridijalostusmenetelmän toteutta-
miseksi rypsille vielä tarvitaan fertiiliyden palauttavaa isälinja. Ratkaisua 
rypsille isälinjan toteuttamiseksi on lähdetty hakemaan rypsin ja rapsin lajien 
välisten risteytysten kautta Brassica ja Raphanus sukulaissuhteita hyödyn-
täen. 
 
Sekvensointitekniikoiden kehitys on lisännyt koko genomin kattavia tutki-
muksia ja ominaisuuksiin vaikuttavien geenien vaihtoehtoehtoiset muodot eli 
alleeliset variaatiot on voitu havaita saman lajin eri genomeista. Alleelisten 
variaatioiden tutkimiseen on kehitetty geneettisiä työkaluja, joita kutsutaan 
molekyylimarkkereiksi. Yksittäisen emäksen vaihdokset (Single Nucleotide 
Polymorphism, SNP) ovat pistemutaatioita genomissa, mitä hyödynnetään 
molekyylimarkkereina kasvinjalostuksessa.  Molekyylimarkkereilla voidaan 
nopeuttaa lajikejalostusta, kun jalostuksellisesti arvokas ominaisuus voidaan 
osoittaa molekyylimarkkereilla ja valita jatkoon parhaat yksilöt jalostusohjel-




emäsjärjestykset eli sekvenssit ovat mahdollistaneet lajispesifisten sekvenssi 
pohjaisten SNP-merkkien kehittämisen rypsille ja retikalle, joita hyödynnet-
tiin tässä tutkimuksessa.  
 
Tämä tutkimus on osana Huoltovarmuuskeskuksen rahoittamaa Rypsin hyb-
ridimenetelmän kehittäminen-tutkimusprojektia, jota toteutetaan Tarja Nie-
melän johdolla yhteistyössä Boreal Kasvinjalostus Oy:n kanssa. Hankkeessa 
on keskitytty rypsin ja rapsin lajien väliseen risteyttämiseen, minkä avulla 
rypsille saataisiin siirretyksi alun perin retikalta rapsille siirretty siitepölytuo-
tannon palauttava PPR-B-geenialue ja tuotetuksi isälinja rypsin hybridijalos-
tusmenetelmään. Tämän tutkimuksen tavoitteena oli kehittää retikan ja rypsin 
SNP-merkkeihin perustuva työkalu, jolla tunnistettaisiin rypsin F1 hybridi 
risteytysjälkeläistöstä yksilöt, joilla fertiliteetin palauttava PPR-B-geenialue 
on integroitunut ylimääräisestä retikan kromosomista rypsin genomiin. 
Aiemmin hankkeessa fertiliteetin palauttavan retikan PPR-geenialueiden si-
jainti oli kohdennettu retikan R9-kromosomiin, minkä johdosta työssä keski-
tyttiin R9-kromosomialueiden tunnistamiseen SNP-merkeillä. 
 
2 BRASSICA JA RAPHANUS LAJIEN SUKULAISSUH-
TEET 
 
Ristikukkaiskasvien (Brassicaeae) heimoon kuuluvat kaalin (Brassica) ja re-
tikan (Raphanus) suvut sisältävät taloudellisesti tärkeitä viljelykasveja, joita 
yleisesti viljellään eri puolella maailmaa. Retikan suvun viljelykasvit ovat 
juureksia, joissa vaihtelevat pääjuuren muoto, väri ja pituus. Retikan suvun 
tunnetuin viljelykasvi on ruokaretikka (Raphanus sativus), josta on jalostettu 
erilaisia muunnoksia, kuten itämainen retiisi (Raphanus sativus var. niger), 
rotanhännäksi kutsuttu retiisi (Raphanus sativus var. caudatus) sekä viherlan-
noitteeksi välikasvina viljelty lehtiretiisi (Raphanus sativus var. oleiformis). 
Kaalin suvussa on useita viljelykasviryhmiä, jotka sisältävät erilaisia kaaleja, 
juureksia, öljy-, ja maustekasveja. Vihanneskaalista (Brassica oleracea) on 




varsimukulan muodostaviin kaaleihin. Kaalin suvun tunnetuimmat juurekset 
ovat nauris (Brassica rapa ssp. rapa) ja lanttu (Brassica napus ssp. rapifera), 
joille lähisukua ovat öljykasveista rypsi (Brassica rapa ssp. oleifera) ja rapsi 
(Brassica napus ssp. oleifera). Kaalien sukuun kuuluvat myös mausteiden 
valmistuksessa käytetty mustasinappi (Brassica nigra) ja biopolttoaineiden 
tuotannossa raaka-aineena hyödynnetty sareptansinappi (Brassica juncea). 
Brassica lajien sukulaissuhteet kuvataan U-kolmio teoriassa ja molekyyli-
pohjaisten tutkimusten avulla on voitu tarkemmin selvittää Brassica ja 
Raphanus lajien sukulaissuhteita. 
 
2.1 Brassica U-kolmio teoria 
 
Brassica lajien väliset sukulaissuhteet esitetään U-kolmio teoriassa, mikä on 
nimetty korealaisen botanistin Nagaharu U:n mukaan. U-kolmio teoria jul-
kaistiin vuonna 1935 osana risteytystutkimusta, jossa osoitettiin B. juncea, B. 
napus ja B. carinata lajien syntyminen B. rapa, B. nigra ja B. oleracea kes-
kenään risteytymisen kautta. Nämä kuusi Brassica lajin genomia on nimetty 
kirjaimin ja niiden suhteet kuvataan U-kolmiossa (Kuva 1). Diploidiset eli 
kromosomiluvultaan kaksiannoksiset AA (2n = 20, B. rapa), BB (2n = 16, B. 
nigra) ja CC (2n = 18, B. oleracea) genomit muodostavat U-kolmion kärki-
pisteet.  U-kolmion sivuilla ovat diploidisista lajeista risteytyneet allopo-
lyploidiset AABB (2n = 36, B. juncea), AACC (2n = 38, B. napus) ja BBCC 












Kasvien polyploidian eli kromosomiston moninkertaisuuden tutkimuksissa 
Brassica suvun A, B ja C pangenomeita on käytetty mallina. Pan-genomi ku-
vastaa lajin kaikkia geenejä ja geneettisiä variaatioita. DNA-pohjaisten tutki-
musten kohdennus Brassica suvun lajeihin on nopeuttanut DNA emäsjärjes-
tyksien eli sekvenssien julkistamista. Brassica A genomin DNA-sekvenssi 
julkaistiin ensimmäisenä kiinankaalin (B. rapa ssp. pekinensis) ’Chiifu 401-
42’ -lajikkeesta (Wang ym. 2011), jota on käytetty usein vertailevan geno-
miikan tutkimuksissa tutkittaessa muita Brassica suvun lajeja (Cheng ym. 
2013). Seuraavana julkaistiin Brassica C genomista kaksi DNA-sekvenssiä: 
kaalin (B. oleracea var. capitata) 02-12 -linjasta (Liu ym. 2014) ja härmekaa-
lin (B. oleracea var. alboglabra) linjasta (Parkin ym. 2014). Brassica A ja C 
genomien DNA-sekvenssin julkistamisen jälkeen Brassica AC genomin 
DNA-sekvenssi julkaistiin rapsin ’Darmor-bzh’ -lajikkeesta (Chalhoub ym. 
2014). Brassica B genomin DNA-sekvenssi on julkaistu mustasinapin (B. 
nigra) ’YZ12151’ kaksoishaploidista (Yang ym. 2016), mutta BC genomin 




Brassica A, B ja C genomien DNA-sekvenssien julkinen saatavuus on mah-
dollistanut genomien vertailun ja tarkemmin on voitu tutkia niiden yhte-
neväistä rakennetta. Eri genomien vertailussa pyritään löytämään DNA-sek-
venssien samankaltaisuuksia ja havainnoimaan evoluution aiheuttamia muu-
toksia, jotka ovat muotoilleet genomin rakennetta ja sisältöä. Genomiin ke-
rääntyy DNA-sekvenssin muutoksia, joista voidaan päätellä lajien esigeno-
mista rakennetta sekä kulunutta aikaa, milloin DNA-sekvenssin muutos on 
tapahtunut. Molekyylipohjaisten tutkimusten avulla on osoitettu Brassica A, 
B ja C genomien lajiutuminen yhteisestä heksaploidisesta eli kromosomistol-
taan kuusiannoksisesta Brassiceae esigenomista (Lysak ym. 2005). Brassi-
ceae esigenomista lajiutumisen seurauksena Brassica A, B ja C koko genomi 
on kolminkertaistunut (Lysak ym. 2005), minkä jälkeen Brassica A, B ja C 
genomit ovat muodostuneet diploideiksi, jotka on kuvattu U-kolmio teori-
assa. 
 
Raphanus suvun lajien genomit ovat diploidisia ja ne on nimetty R-kirjai-
mella. Raphanus R genomista (2n = 18) on julkaistu useita DNA-sekvenssejä 
ja uusin julkaisu on retikan (R. sativus) ’WK10039’ -lajikkesta (Jeong ym. 
2016). Raphanus ja Brassica lajien DNA-sekvenssejä vertailemalla on ha-
vaittu Raphanus R genomin sisältävän yhteneväisiä alueita Brassica A, B ja 
C genomien kanssa (Cheng ym. 2013). Raphanus R genomin on päätelty la-
jiutuneen samasta heksaploidisesta Brassiceae esigenomista (Cheng ym. 
2013). Tämän havainnon pohjalta Cheng ym. (2017) laajensivat U-kolmio 
teorian monikulmamalliksi ja lisäsivät Raphanus R genomin neljänneksi kär-
jeksi (Kuva 2). Perusta monikulmamallille on yhteisestä esigenomista lajiu-
tuminen. Monikulmamalli osoittaa allopolyploidisten Brassica AB, AC ja BC 
genomien suhteet diploideihin Brassica A, B ja C genomeihin ja niiden yh-
teyden diploidiseen Raphanus R genomiin, mutta jättäen yhden monikulma-
mallin kärkipisteistä avoimeksi. Evoluutio tutkimuksissa on selvitetty Eruca 
sativa (sinappikaali) diploidisen EE genomin (2n= 22) läheisempi liittyminen 
Brassica sukuun sekä R. sativus lajin genomeihin (Wang ym. 2014), mikä 




Brassica lajien kanssa ja mahdollisuuteen, että E genomi voi olla yksi moni-
kulmamallin kärkipisteistä. Monikulmamalli osoittaa mahdolliset risteytymi-
set ja sukulaissuhteiden hyödynnettävyyden. Lajien välisessä risteyttämisessä 
samankaltaiset alueet DNA-sekvenssissä helpottavat kromosomialueiden 
siirtymistä (Leflon ym. 2006), jolloin eri ominaisuuksia voidaan siirtää lajien 
välisissä risteytyksissä sukulaissuhteita hyödyntäen. 
 
 
Kuva 2. Brassiceae esigenomin moninkertaistuminen ja U-kolmio teorian 
laajentuminen monikulmamalliksi, joka on vielä avoin järjestelmä. Ympy-
röiden sisään ovat merkittynä Brassica ja Raphanus genomien kirjaimet, 
mistä lähtevät viivat kuvaavat eri genomien välisiä suhteita. Monikulmamal-
lin viidennen kärjen ympyrään on merkitty X-merkki ja siitä lähtevät X-
merkit kuvaavat vielä selvittämättömän lajin puuttumista. Pistemerkinnät 
ympyröissä kuvaavat Brassica ja Raphanus genomien yhdistymistä ja osoit-
tavat mahdolliset, vielä tuntemattomat allotetraploidit lajit. 
 
 
2.2 Brassica ja Raphanus sukulaissuhteiden hyödyntäminen la-
jien välisissä risteytyksissä 
 
Brassica suvun lajien välisiä risteytystutkimuksia on tehty paljon ja onnistu-
neita risteytyksiä ovat olleet B. rapa x B. napus ja B. rapa x B. juncea lajien 
välillä. Brassica suvun lajien välisellä risteyttämisellä on saatu siirretyksi eri 




keltaista siemenväriä (Chen 1988), itsesiitoksen estoa (Rahman 2004) ja muu-
tettua erukahapon ja glukosinolaattien pitoisuuksia (Stefansson ja Downey 
1995). Jo ennen Brassica ja Raphanus sukujen DNA-sekvenssien julkaise-
mista, sukuja on risteytetty keskenään. Näistä onnistuneita risteytyksiä ovat 
olleet esimerkiksi R. sativus x B. rapa (Ellerström 1978), R. sativus x B. napus 
(Paulmann ja Röbbelen 1988) R. sativus x B. oleracea (Gupta 1997), R. sati-
vus x B. juncea (Rhee ym. 1997). 
 
Risteytymistä ohjaavien erilaisten mekanismien ja geenitekniikan tuntemus 
auttavat kasvinjalostajia siirtämään haluttuja geenejä läheisten lajien välillä 
(Snowdon 2007, Nicolas ym. 2008, Wijnker ja de Jong 2008). Sytoplasminen 
koirassteriliteetti (Cytoplasmic Male Sterility, CMS) on löydetty yli 150 kas-
vilajilta, mikä tuottaa kasvista hedesteriilin eli kyvyttömän tuottamaan elävää 
siitepölyä (Wise ja Pring 2002). Kasvinjalostusmenetelmissä hyödynnetään 
CMS-ominaisuutta, joka siirtyy läheisten lajien välillä. Ristikukkaiskasveilla 
on tutkittu yli viittä eri CMS-ominaisuutta (Pelletier ja Budar 2015), joista 
japanilaiselta retikalta löydettyä Ogura-tyypin CMS-ominaisuutta (Ogura 
1968) on testattu eniten kehitettäessä eri lajeille hybridijalostusmenetelmää. 
Japanilaiselta retikalta löydetty Ogura-tyypin CMS-ominaisuus on siirretty B. 
oleracea lajille R. sativus x B. oleracea välisellä risteyttämisellä, minkä jäl-
keen B. oleracea kromosomimäärä on palautettu useiden takaisinristeyttämis-
kertojen avulla (Bannerot ym. 1974). B. napus lajille Ogu-CMS-ominaisuus 
on saatu siirretyksi alkion viljelytekniikalla (Bannerot ym. 1977).  
 
Lajien välisissä risteytyksissä siltaristeytystä voidaan hyödyntää halutun omi-
naisuuden siirrossa. Siltaristeyttämisessä polyploidisten lajien lisääntymisky-
kyä hyödynnetään kromosomien määrän lisäämiseksi. Tämän jälkeen haluttu 
ominaisuus on helpommin siirrettävissä kohdekasviin lisääntyneiden kromo-
somiparien avulla (Comai 2005). Siltaristeyttämistä on hyödynnetty retikan 




siirretty retikalta rapsille ja tämän jälkeen ominaisuus on siirretty rapsilta ryp-
sille (Sovero 1987, Delourme 1994). 
 
2.2.1 Ogu-INRA cms/Rf-hybridijalostusmenetelmä 
 
CMS-ominaisuuden tuottavat mitokondriongeenit ehkäisevät kasvia muodos-
tamasta elävää siitepölyä (Wise ja Pring 2002). Elävän siitepölyn tuotto eli 
fertiilisyys voidaan palauttaa kasville tumangeenien avulla (Heyn 1976), 
mitkä ovat fertiiliyden palauttavia (restorer fertility, Rf). Hybridisiemenen-
tuotannon risteytyksissä isän tumasta saadut dominantit palauttajageenit es-
tävät äidiltä saatujen mitokondriogeenien muodostaman CMS-ominaisuuden, 
jolloin risteytysjälkeläisten (F1-hybridi) fertiiliys palautuu normaaliksi. Hyb-
ridijalostusmenetelmässä hyödynnetään risteytyksiin yhteensopivia CMS-, ja 
Rf-linjoja, joiden F1-hybrideillä heteroosi ilmenee yleensä sadonlisänä. Pel-
toviljelyssä siitepölytön CMS-äitilinja pölyttyy viereen kylvetystä siitepölyä 
tuottavasta Rf-isälinjasta, jolloin CMS-äitilinjan kukat ovat 100 % pölytty-
neet Rf-isälinjan siitepölyllä ja jälkeläiset ovat F1 hybridejä. CMS/Rf hybri-
dijalostusmenetelmä mahdollistaa kahden linjan risteytymisen peltomittakaa-
vassa ja fertiiliyden palauttamisen F1-hybridi jälkeläisille.   
 
Fertiiliyden palauttavia tumangeenejä on löydetty useita, joita on siirretty la-
jien välisellä risteyttämisellä sekä hyödyntäen siltaristeytystä geenien siir-
rossa. Eurooppalaisen retikka lajikkeen fertiiliyden palauttava Rfo-geeni 
(Bonnet 1975) on siirretty Ogu-CMS-ominaisuuden sisältävän rapsin geno-
miin (Heyn 1976). Rfo-geenin siirto rapsille tehtiin retikan ja rapsin synteet-
tisellä risteyttämällä tuottaen Raphanobrassica-linja (R. sativus x B. napus; 
2n = 56 AACCRR) (Heyn 1976), joka risteytettiin Ogu-CMS-ominaisuuden 
sisältävän rapsin kanssa. Raphanobrassica-linjan ja Ogu-CMS-rapsin ristey-
tyksessä rapsille siirtyi Rfo-geenin lisäksi retikan genomista kromosomialu-
eita, jotka tuottivat rapsille korkean glukosinolaatti pitoisuuden (Delourme 




poisti pitkällä jalostustyöllä rapsin genomista retikan kromosomialueita ja 
tuotti rapsin hedesteriilin äitilinjan. Lisäksi INRA tuotti rapsin palauttajalin-
jaisen isälinjan, joita yhdessä äitilinjan kanssa kutsutaan Ogu-INRA cms/Rf-
hybridisiementuotantosysteemiksi (Delourme ym. 1991, 1995, Primard-Bris-
sed ym. 2005). Ogu-INRA cms/Rf-hybridisiementuotantosysteemi on lupaa-
vin systeemi rypsin hybridisiemenjalostamiseen (Niemelä, 2013). Rypsille on 
tuotettu hedesteriili äitilinja hybridisiementuotantoon (Niemelä, 2013), mutta 
toimivan hybridimenetelmän kehittämiseksi tarvitaan myös siitepölytuotan-
non palauttava isälinja. Rypsille siitepölytuotannon palauttava isälinja tuotta-
miseksi on lähdetty hyödyntämään rypsin ja rapsin lajien välisiä risteytyksiä, 
jolla rypsille saataisiin siirretyksi retikan palauttajageeni Rfk. 
 
2.2.2 Retikan palauttajageeni Rfk 
 
Eurooppalaisen retikka lajikkeen fertiiliyden palauttava Rfo-geeniä ei ole 
saatu siirtymään rapsin AC genomista rypsin A genomiin (Niemelä ym. 
2010), koska retikalta Rfo-geeni siirtyi rapsin C genomin kromosomiin (Hu 
ym. 2008, Feng ym. 2009). Japanilaisen retikan ’Kosena’ -lajikkeelta on löy-
detty fertiiliyden palauttava Rfk-geeni, joka on soluseinättömien kasvisolun 
tumien yhdistämisellä eli protoplastifuusiolla siirretty rapsille (Sakai ym. 
1996). Rfo-, ja Rfk-geeni ovat geneettisesti samanlaiset ja molemmat sisältä-
vät kolme geeni tandemia, PPR-A, PPR-B ja PPR-C (pentatricopeptide re-
peat). Näistä PPR-B geenin on osoitettu palauttavan fertiiliyden (Brown ym. 
2003, Desloire ym. 2003, Uyttewaal ym. 2008), muun muassa rapsilla (Haw-
liczek‐Strulak ym. 2015). Plantech Research Instituutin jalostama rapsin ja-
lostuslinja RfA4 sisältää fertiiliyden palauttavan PPR-B geenialueen, mutta 
se sijaitsee todennäköisesti ylimääräisessä retikan kromosomissa (Niemelä, 
2013) eikä PPR-B alue ole liittynyt rapsin A tai C kromosomeihin. Helsingin 
yliopisto on jalostanut rypsin palauttajalinjan (R-linja) 4021-2 Rfk, jonka ge-
nomissa on havaittu ylimääräinen retikan kromosomi tai kromosomin osa. 
Retikan kromosomi esiintyy rypsin R-linjan 4021-2 Rfk genomissa, joko mo-




Niemelä ym. (2012) tutkimuksessaan vertasivat Rfo-geenin sisältävää retikan 
BAC64 kloonia (AJ550021.2) (Bacterial Artificial Chromosome) B. rapa ssp. 
pekinensis genomiin (Wang ym. 2011).  Retikan BAC64 kloonille löytyi 45% 
vastaavuus A9-kromosomissa sijaitsevasta B. rapa ssp. pekinensis BAC-
klooni KBrB025K04:sta (AC189288.2) (Niemelä ym. 2012). Lisäksi Nie-
melä ym. (2012) tutkimuksessaan vertasivat retikan BAC64 kloonia rypsin 
palauttajalinjan 4021-2 Rfk A9-kromosomiin ja havaitsi niiden välillä saman-
kaltaisia alueita. Samankaltaiset alueet A, C ja R kromosomeissa rapsin ja-
lostuslinja RfA4:lla ja rypsin R-linja 4021-2 Rfk:lla mahdollistavat tekijäin 
vaihdunnan risteytymisessä (Niemelä ym. 2012). Risteytysohjelmassa rypsin 
ja rapsin lajien välisellä risteyttämisellä retikalta alkuperää oleva PPR-B-gee-




DNA-jaksossa vuorottelevat neljä emästä; adeniini (A), guaniini (G), syto-
siini (C) ja tymiini (T), joista A ja G ovat puriineita sekä C ja T ovat pyrimi-
diineja. Yhden emäksen eli nukleotidin muuttumista DNA-jaksossa kutsutaan 
yhden nukleotidin vaihdokseksi (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) 
Nukleotidien vaihdokset luokitellaan siirtymäksi (transitio), kääntymäksi 
(transversio), yksittäisen nukleotidin puuttumaksi (deleetio) sekä yksittäisen 
nukleotidin liittymäksi (insertio) (Kuva 3).  Transitiossa vaihdos tapahtuu pu-
riini-puriininukleotidien (A ↔ G) kesken (Kuva 3, B) tai vaihdos tapahtuu 
pyrimidiini-pyrimidiininukleotidien (C ↔ T) kesken. Transversiossa puriini-
nukleotidi vaihtuu pyrimidiininukleotidiin tai pyrimidiininukleotidi vaihtuu 
puriininukleotidiin (C/T ↔ G/A) (Kuva 3, C). Deleetiossa yksittäinen 
nukleotidi puuttuu DNA-jaksosta (Kuva 3, D). Insertiossa yksittäinen 
nukleotidi on liittynyt DNA-jaksoon (Kuva 3, E). Suurin osa SNP:stä ovat 
bialleelisia eli kaksi nukleotidia vaihtoehtoisesti esiintyy SNP kohdassa. 
SNP:t voivat olla myös kolmi-, ja nelialleelisia, jolloin SNP kohdassa vaih-





Kuva 3. DNA-jakson yhden nukleotidin vaihdos. (A) Villityyppi. (B) Siir-
tymä, jossa adeniini on vaihtunut siirtymänä sytosiiniksi. (C) Kääntymä, jossa 




Genomisekvenssien julkinen saatavuus on mahdollistanut tutkia sekvenssi-
muunnelmia yksilöiden, lajikkeiden ja alalajien välillä. Sekvenssimuunnel-
mia löydetään populaation yksilöiden DNA-segmenttien eli lyhyiden DNA-
sekvenssi alueiden monistamisella polymeraasiketjureaktiolla (PCR), jota 
seuraa monistettujen alueiden sekvenssivertailu ja SNP-kohdan tunnistami-
nen (Clegg ja Gaut 1993, Bell ym. 1990). Ilmenevän geenin osaa (expressed 
sequence tag, EST) on käytetty SNP-kohdan kehittämiseen, jolloin SNP:n si-
jaitessa geenin koodaavalla tai promoottorialueella vaihtuva nukleotidi voi 
vaikuttaa geenin toimintaan (Paris 2003). EST:n komplementaarisen DNA-
kloonin 3’-päässä oleva 3'-UTR (Untranslated Transcribed Region) maksimoi 
mahdollisuuden löytää sekvenssimuunnelmia, kun EST-sekvenssistä tuote-
tuilla alukepareilla monistetaan populaation yksilöiden DNA-segmenttejä. 
Lisäksi EST:jä voidaan käyttää ryhminä vastaavien alueiden monistamiseen 
eri lajikkeista, jolloin mahdolliset SNP:t tunnistetaan laskennallisesti. DNA-
jaksossa SNP:t ovat yleisempiä pistemutaatiokohtia, sillä niitä esiintyy myös 
geenejä ei-koodaavilla alueilla. Seuraavan sukupolven sekvensointitekniikoi-
den avulla SNP:jä löydetään paljon (Duran ym. 2009). Yu yms. (2002) ver-
tailivat eri riisi lajien sekvenssejä ja tunnistivat yhden SNP:n keskimäärin 170 





SNP:jä käytetään molekyylimarkkereina eli SNP-merkkeinä. SNP-merkit so-
veltuvat geenien ja genomin laajuisiin assosiaatiotutkimuksiin (GWAS), 
missä ominaisuuksiin vaikuttavien geenien vaihtoehtoisia muotoja eli allee-
leja koitetaan tunnistaa. Lisäksi SNP-merkkejä voidaan käyttää myös työka-
luna kartoittamiseen, merkkiavusteiseen jalostamiseen ja karttapohjaiseen 
kloonaamiseen (Gupta ym. 2001, Rafalski A. 2002, Batley ym. 2003). SNP-
merkit ovat suosittuja, koska SNP-merkin sijaitessa vaikuttavassa geenissä tai 
sen lähellä, sitä voidaan käyttää valinnan apuvälineenä lajikejalostuksessa. 
Esimerkiksi B. rapa lajin siemenvärin tuottavan geenin läheltä on löydetty 
SNP:jä (Rahman ym. 2007), jolloin lajikejalostuksessa siemenvärin tuottavan 
geenin siirtymistä voidaan havainnoida SNP-merkkien avulla. 
  
Useista samassa kromosomissa sijaitsevista SNP-merkeistä voidaan muodos-
taa geneettinen kartta, jossa SNP-merkit kattavat lyhyin välein koko genomin. 
SNP-merkeistä koostuvaan geneettistä karttaa on usein täydennetty kartoitta-
malla siihen esimerkiksi BAC (Bacterial Artificial Chromosome) SNP-merk-
kejä, jotka voivat olla tuotettu eri lajin genomista ja kartoitettu kuuluvaksi 
myös kartoitettavalle lajille. Geneettisessä kartassa merkkien välinen etäisyys 
merkitään senttimorgan (cM) matemaattisella arvolla. Yksikkö on nimetty 
Thomas H. Morganin mukaan, joka tutki banaanikärpäsiä (Drosophila me-
lanogaster) ja kehitti geneettisiin tutkimuksiin rekombinaatiofrekvenssiin pe-
rustuvan yksikön. cM yksikköä käytetään osoittamaan toisiaan vastaavien 
DNA-segmenttien kokoa, missä poikkeavuuksien keskimääräinen lukumäärä 
yhden sukupolven aikana on 0,01 eli yksi prosentti. Tutkimuksissa geneetti-
sen kartan avulla havainnoidaan lajin evoluution tapahtumia, genomiraken-
netta sekä geneettistä karttaa hyödynnetään esimerkiksi viljelyominaisuuk-
siin vaikuttavien geenien tutkimisessa. Geneettisiä karttoja on julkaistu 






SNP-merkkien genotyypitysmenetelmiä on laaja valikoima, mutta kaikissa 
menetelmissä toistuu sama menettely. Ensin tuotetaan alleelispesifinen tuote 
SNP-merkin tunnistamiseksi, minkä jälkeen tuotteelle tehdään analyysi. Vig-
nal ym. (2002) luokitteli SNP-merkkien genotyypitysmenetelmät suoriin 
hybridisaatiotekniikoihin sekä tekniikoihin, jotka sisältävät sukupolven ja al-
leelispesifisen tuotteen erottelun. SNP-merkin genotyypin määrittämisessä 
yleisiä tekniikoita ovat geelielektroforeesi, fluorometria, DNA-siru ja 
MALDI-TOF-massaspektrometria (Matrix Assisted Laser Desorption Ioniza-
tion Time Of Flight) (Khlestkina ym. 2006, Shirasawa ym. 2006). Myöhem-
min Sobrino ym. (2005) osoittivat, että suurin osa SNP-merkkien genotyyp-
pimäärityksistä voidaan jakaa molekyylimekanismiin perustuen neljään pää-
ryhmään: alleelispesifinen hybridisaatio, aluke pidennys, oligonukleotidi-
sidos ja invasiivinen eli kajoava pilkkominen. Alleelispesifinen hybridisaatio 
tunnetaan myös nimellä alleelispesifinen oligonukleotidihybridisaatio 
(ASO), jossa genotyypit voidaan päätellä hybridisaatiosignaaleista. Menetel-
mässä hyödynnetään leimatun oligonukleotidin hybridisaatiota, missä suun-
nitellaan SNP-merkille optimoidut kaksi alleelispesifistä (AS) aluketta erot-
tamaan DNA:ssa kaksi kohdealuetta hybridisaation avulla (Wallace ym. 
1979, Wangkumhang ym. 2007). Alukkeiden suunnittelussa käytetään esi-
merkiksi Prim-SNPing (Chang ym 2009) ja Primer-BLAST (Coulouris ym. 
2009) ohjelmia. Useat eri valmistajat tuottavat välineistöä SNP-merkkien 
määrittämiseen ja myös tarjoavat alukkeiden suunnittelua SNP-merkeille. 
 
3.1 Fluidigm genotyypin analysointiohjelma 
 
Fluidigm Corporation on yksi bioinformatiikan välineistövalmistaja, jolla on 
useita rekisteröityjä tavaramerkkejä, kuten Fluidigm, Fluidigmn Biomark, 
EP1 ja Dynamic Array. Tässä tutkielmassa käytettiin Fluidigm EP1 ™ digi-
taalista PCR-analyysia (dPCR), joka on menetelmänä samanlainen kuin reaa-
liaikainen (kvantitatiivinen) PCR (qPCR). Fluidigm EP1 ™ on loppupisteen 
PCR-analyysijärjestelmä, missä SNP-merkille suunnitellaan lokusspesifinen 




(Specific Target Amplification Primer, STA) ja kaksi alleelispesifistä aluketta 
(ASP1, ASP2) (Kuva 4). LSP-, ja STA-alukkeet on suunniteltu tunnistamaan 
SNP-merkin kohdealueen eri suunnista DNA:ta. LSP-aluke tunnistaa SNP-
merkin kohdealueen DNA:n reverse-suunnasta ja STA-aluke forward-suun-
nasta. Kun LSP-, ja STA-alukkeet ovat tunnistaneet SNP-merkin kohdealu-





Kuva 4. SNP-merkin kohdealueen DNA:sta tunnistavat reverse-suuntaan 
suunniteltu lokusspesifinen aluke (LSP) ja forward-suuntaan suunniteltu spe-
sifinen kohdeamplifikaation (STA) aluke. Väriaineella fluoresoidut oligot 
hybridisoituvat alleelispesifisten oligojen 5’-päihin, mitkä toimivat koetti-
mina SNP alleeleille. SNP-kohdassa vain ASP1-aluke sitoutuu DNA:ssa ole-
van guaniinin (G) kanssa. Fluoresenssin intensiteettimittauksessa havaitaan 
monistuminen vain ASP1-alukkeen avulla, jolloin kuvan SNP-genotyyppi on 
homotsygoottinen ASP1-alleelin suhteen. 
 
 
Alleelispesifisten alukkeiden 5’-pää on leimattu punaista sekä vihreää väriä 
fluoresoivalla aineella (Fluoreseiini-amidiitti, FAM, Heksakloori-Fluore-
seiini, HEX). Reaktioseoksessa oleva oligo voi hybridisoitua alukkeen lei-
mattuun päähän ja fluoresointi alkaa vasta, kun hybridisaatio tapahtuu. Fluo-
resenssin voimakkuuden (intensiteetin) mittauksella määritetään SNP-mer-




Fluidigm EP1 ™ PCR-analyysijärjestelmän tuloksia tulkitaan Fluidigm ge-
notyypin analysointiohjelmalla. Ohjelma kokoaa genotyyppimääritys tulok-
set yhteenveto raportiksi, jossa graafisesti on esitetty SNP-merkkien värilliset 




Kuva 5. Esimerkki retikan SNP-merkin (RsSNP08087) tuloksesta rypsiai-
neistossa. Fluidigm genotyypin analysointiohjelma kokoaa genotyyppimääri-
tys tulokset genotyyppipistekartaksi fluoresenssi-intensiteetti mittauksesta. 
Kartassa X-akselilla on FAM merkattu alleelispesifinen aluke ja Y-akselilla 
HEX. SNP-merkillä monistuneet näytteet ovat värillisiä pisteitä kartalla, 
missä vihreät pisteet ovat homotsygoottisia SNP-merkin HEX merkatulle al-
leeli Y:lle, joka tällä esimerkki SNP-merkillä on tymiini (T). Punaiset pisteet 
ovat homotsygoottisia SNP-merkin FAM merkatulle alleeli X:lle, joka tällä 
esimerkki SNP-merkillä on guaniini (G). Siniset pisteet ovat heterotsygootti-
sia SNP-merkin X ja Y alleeleille. Analyysissa käytetyt negatiiviset kontrollit 
(No Template Control, NTC) ovat mustia pisteitä, joiden tulee sijaita kartan 
vasemmassa alakulmassa olevassa ympyrässä. Harmaat pisteet ovat No call-
näytteitä eli ohjelma ei ole pystynyt määrittämään näytteelle genotyyppiä. 
 
 
SNP-merkki kartan X-akselilla on FAM merkattu alleelispesifinen aluke ja 
Y-akselilla HEX. Kartalla punaisen värinen piste kuvastaa näytteen olevan 
homotsygoottinen FAM merkatulle alleeli X:lle, vihreän värinen piste kuvas-




värinen piste kuvastaa näytteen olevan molempien alleelien yhdistelmä eli 
heterotsygoottinen XY. Kartan vasemmassa alakulmassa olevassa ympyrässä 
tulisi sijaita kaikki analyysissa käytetyt negatiiviset kontrollit (No Template 
Control, NTC) eli mustat pisteet. Jos useamman NTC:n sijainti on muualla, 
SNP-merkin tulosta ei voida tulkita luotettavasti. Kartalla harmaat pisteet 
ovat ohjelman määrittelemiä No call-näytteitä eli ohjelma ei ole pystynyt 
määrittämään näytteelle genotyyppiä, koska näyte alittaa käyttäjän asettaman 
raja-arvon fluorenssisignaalille. Ohjelman määrittämiä genotyyppi tuloksia 
käyttäjä voi muokata, esimerkiksi luokitella harmaan pisteen kuuluvaksi yh-
teen kolmesta genotyyppistä. Käyttäjän tekemä muokkaus muuttaa näytteen 
pisteen muodon vinokuutioksi kartalle, mikä erottaa käyttäjä tekemät muok-
kaukset ohjelman määrittelemistä tuloksista. 
 
3.2 Sekvenssirinnastus BLAST-tietokantahakualgoritmilla 
 
Koko genomin kattavia tai vain pieniä DNA-, ja RNA-fragmentteja sekven-
soimalla tuotettaan sekvenssidataa, joka tallennetaan tietojenkäsittelymene-
telmien avulla yksinkertaiseen FASTA-tiedostomuotoon (Lipman ja Pearso-
nin 1985). Tallennuksessa käytetään IUPAC (International Union of Pure and 
Applied Chemistry) nukleotidikoodeja (Liite1). Eri organisaatiot kokoavat 
tiedostoja tietokannoiksi, jotka päivittyvät, kun uusia tiedostoja julkaistaan. 
Yhdysvaltalainen National Center for Biotechnology Information (NCBI) ko-
koaa julkisesti saatavilla olevat eri organismiryhmien DNA-sekvenssi tiedos-
tot GenBank tietokantaa. GenBank on mukana kansainvälisessä nukleoti-
disekvenssitietokanta yhteistyössä Japanin DNA-tietopankin (DNA Data-
Bank of Japan, DDBJ) ja Euroopan nukleotidiarkiston (European Nucleotide 
Archive, ENA) kanssa.  
 
Eri alojen tutkimuksissa hyödynnetään tietokantoja, joista haetaan sekvens-
sejä tietokoneavusteisesti mallintamalla (in silico). BLAST-ohjelma (The Ba-
sic Local Alignment Search Tool) on in silico-mallinnus ohjelma eli tietokan-




(Altschul 1990). Tässä tutkielmassa käytettiin BLAST-ohjelman verkkover-
siota (Kuva 6), joka on käytettävissä NCBI:n verkkosivustolla 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). BLAST-ohjelman voi lisätä tutki-
musryhmän verkkosivustolle ja asettaa BLAST-ohjelman hakemaan vain tut-
kimusryhmän julkaisemasta sekvenssitiedostosta. NCBI päivittää oman verk-
kosivustonsa BLAST-ohjelman versiota, jossa on valittavissa standarttiset 
Nukleotidi BLAST (blastn) tai Proteiini BLAST (blastp) ohjelmat. Näistä on 
kehitetty useita versioita kuten, blastx, tblast ja tblastx. Suosituksena on, että 
blastn-ohjelmalla haetaan nukleotideistä koostuvaa hakusekvenssiä nukleoti-
disekvenssi-tietokannasta ja vastaavasti blastp-ohjelmalla haetaan vastaa-
vuutta proteiini-hakusekvenssille proteiinitietokannasta. Sekvenssirinnastuk-
sessa BLAST-ohjelma rinnastaa hakusekvenssin tietokantaan ja etsii vastaa-
vuuksia tietokannasta käyttäjän asettamien parametrien mukaisesti. Sekvens-
sirinnastusta voi kohdentaa toimintoasetusten avulla hakusekvenssin pituu-
delle sopivaksi. Esimerkiksi ’similar blast’-toiminnolla voi hakea vain seitse-
män nukleotidin pituista sekvenssiä. ’megablast’-toiminto on ’similar blast’-
toimintoa nopeampi, koska ’megablast’-toiminto sallii hakusekvenssin yh-
teensopimattomuuden tietokantaan ja jättää etsinnässä huomiotta joitain ha-
kusekvenssin nukleotidejä. Sekvenssirinnastuksessa ’megablast’-toiminto 








Kuva 6. National Center for Biotechnology Information verkkosivuston 
BLAST -tietokantahakualgoritmin verkkoversio 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Hakusekvenssi syötetään Enter 
Query Sequence laatikkoon ja organismi kohdasta valitaan haluttu laji, josta 
hakusekvenssille rinnastusta haetaan. Sivun alaosasta valitaan optimointi et-
sinnälle ja algoritmin parametrit. 
 
 
Sekvenssirinnastukseen lisätään kohdennustehokkuutta BLAST-ohjelman 
pisteytysmatriiseilla, jotka perustuvat eri tilastollisiin todennäköisyyslasken-
toihin. Dayhoff ym. (1978) suunnittelivat ensimmäisen pisteytysmatriisin 
(Accepted Point Mutation, PAM250). Myöhemmin Henikoff ja Henikoff 
(1992) suunnittelivat PAM matriisia herkemmän ja tarkemman BLOSUM62 
(Blocks Substitution Matrix) matriisin. Sekvenssirinnastuksessa matriisit pai-
nottavat eri asioita, kuten hakusekvenssin fyysistä sijaintia, jolloin hakusek-







Kuva 7. Esimerkki BLAST-ohjelman tuloksesta 31 nukelotidin mittaiselle 
hakusekvenssille Radish Genome Database- verkkosivuston B.rapa 
Chiifu_v1.0 -tietokannasta. Ohjelma listaa vastaavat sekvenssit parhaimman 
osuvuuden mukaiseen järjestykseen tietokannasta. Tuloksissa on vastaavien 
sekvenssien alku-, ja loppukohdan tietokannasta. Grafiikka osoittaa rinnas-
tuksessa nukleotidikohtaiset samankaltaisuudet sekvenssissä (bp/bp), E-arvo 
(E-value), bitti pisteet (bit-score, S`) ja tietokannassa samankaltaisen sek-
venssin DNA-juostesuunta (strand). 
 
Haun alussa BLAST-ohjelma muodostaa vaihtoehtoisia sekvenssejä ha-
kusekvenssin kaikkiin nukleotideihin asetettujen parametrien mukaisesti, jol-
loin kaikista hakusekvenssin nukleotideistä muodostuu matriisi eli hakutau-
lukko. BLAST-ohjelma etsii hakutaulukon vaihtoehtoisia sekvenssejä tieto-
kannasta. Aukottoman tai aukollisen sekvenssikohdan löydyttyä valitun mat-
riisin laskentatavan mukaisesti etsiminen käynnistyy juosteen molempiin 
suuntiin. Haun loputtua ohjelma listaa tietokannasta vastaavien sekvenssien 
kohdat suurimmasta pienimpään E-arvon (E-value) tai vastaavan sekvenssin 
bitti pistemäärän (bit-score, S`) mukaisessa järjestyksessä. E-arvo on odotus-
arvo, joka kuvaa sattumanvaraisesti odotettavissa olevien osumien lukumää-




yleensä saman lajittelujärjestyksen kuin bitti pistemäärä. Vastaavien sekvens-
sien tulokset ovat saatavana myös graafisena rinnastuksena (Kuva 7), jossa 
esitetään hakusekvenssille vastaavanlaisen sekvenssin identtisyysprosentti 
(identity %), vastaavuusprosentti (similarity %), aukkojen prosentuaalinen 
määrä (gaps %) ja vastaavan alueen suunta DNA-juosteessa. Haun kohdis-
tuksen yleistä laatua kuvaa numeerinen piste arvo (score, S), jonka muodos-
tumisen määrittelee pisteytysmatriisi ja aukkojen sallittu raja. Piste arvo on 
laskennallisesti log-skaalattu versio, jonka avulla käyttäjä arvioi hakutilan 
suuruutta. Tutkimuksissa BLAST-ohjelmaa käytetään lajien tunnistamiseen, 
sekvenssin sijainnin määrittämiseen ja DNA-kartoitukseen 
 
4 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
Tämän tutkimuksen päätavoitteena oli kehittää SNP-merkkeihin perustuva 
työkalu, jolla tunnistettaisiin rypsin F1 hybridi risteytysjälkeläistöstä yksilöt, 
joilla fertiliteetin palauttava PPR-B-geenialue on integroitunut ylimääräisestä 
retikan kromosomista rypsin genomiin. SNP-työkalun kehittämisessä keski-
tyttiin valitsemaan lajispesifisiä retikan ja rypsin SNP-merkkejä. Osatavoit-
teina oli 
 
1) hakea tietokanta lajispesifisten retikan SNP-merkkien valintaan. 
2) testata laboratoriossa SNP-työkaluun valittujen SNP-merkkien lajispesifi-
syys.  
3) selvittää tässä työssä kehitetyn SNP-työkalun soveltuvuutta PPR-geenialu-
een integraation havaitsemiseen. 
 
Lisäksi tutkimuksessa arvioitiin, voiko SNP-merkkejä luotettavasti valita in 
silico-mallintamalla ja voiko tässä työssä kehitettyä retikan ja rypsin SNP-





5 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
5.1 Tietokannan haku 
 
SNP-työkaluun keskityttiin valitsemaan retikan SNP-merkit, jotka eivät löy-
tyisi in silico mallinnuksen avulla rypsin genomista vaan olisivat lajispesifisiä 
retikalle. Lajispesifisten retikan SNP-merkkien valintaan haettiin rypsin ge-
nomin sisältävää tietokantaa, mikä toteutettiin verkkoselaimella. Haussa ha-
kusanoina käytettiin tutkimusaineiston koejäsenten latinankielisiä nimiä: 
Raphanus sativus, Brassica rapa ja englannin kielisiä hakusanoja: blast, da-
tabase ja genome. Työhön valittiin neljä tutkimuspohjaista verkkosivustoa 
verkkoselaimen hakutuloksista (Taulukko 1). Verkkosivustojen sisältämiä 
tietokantoja ja sekvenssi tietolähteitä tarkasteltiin, minkä lisäksi verkkosivus-
tojen BLASTN-ohjelman käyttöominaisuuksia verrattiin NCBI-verkkosivus-
ton BLASTN-ohjelmaan. Vertailussa havaittiin, että NCBI-verkkosivuston 
BLASTN-ohjelma oli päivitetty tammikuussa 2017 ja se oli viimeksi päivite-
tyin BLASTN-ohjelma versio. Tämän havainnon pohjalta työssä käytettä-
väksi valittiin NCBI-verkkosivuston BLASTN-ohjelma ja Genbankin B. rapa 
(taxid:3711) lajin sekvenssitietokannat. Radish Genome Database- verkkosi-
vuston sisältämä B. rapa_Chiifu_v1.0- tietokanta valittiin työhön, jolla var-
mistettiin lajispesifisten retikan SNP-merkkien valintaa Genbankin B. rapa 
(taxid:3711) lajin sekvenssitietokannoista. 
 
 







Aiemmin hankkeessa PPR-geenialueet sisältävän retikan BAC64 kloonin si-
jainti oli kohdennettu retikan R9-kromosomiin. Tässä työssä retikan tietokan-
noista kartoitettiin PPR-geenialueiden sijaintia retikan kromosomistossa reti-
kan BAC64 kloonin avulla. Retikan BAC64 kloonin 127479bp sekvenssille 
tehtiin tietokantahaku retikan genomiin. Sekvenssivertailussa käytettiin 
NCBI, Radish Genome Database, NODAI Radish Genome Database, 
Raphanus Sativus Genome Database ja RadishBase- verkkosivustojen sisäl-
tämiä retikan tietokantoja. Jokaisen retikan tietokannan haun ensimmäistä tu-
losta verrattiin keskenään ja suurin vastaavuusalue BAC64 kloonille havait-
tiin Radish Genome Database-verkkosivuston Radish_V124.fix.fa- tietokan-
nan R9-kromosomi alueelta. 
 
5.2 Tietokantahaku BLASTN-ohjelmalla 
 
In silico -mallinnuksessa käytettiin Mun ym. (2015) tutkimuksen 118 retikan 
R9-kromosomin SNP-merkkiä, joista in silico -mallinnuksella SNP-työka-
luun valittujen retikan SNP-merkkien lajispesifisyys testattaisiin laboratori-
ossa Fluidigm-analyysilla. Retikan SNP-merkkien 201 bp mittaiset sekvens-
sit haettiin erikseen molemmilla alleeleilla B. rapa lajin tietokannoista NCBI-
verkkosivuston BLASTN-ohjelmalla (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov 
/Blast.cgi). Haussa käytettiin ’megablast’ -optimointia. Retikan SNP-merkit, 
joille ei löytynyt referenssisekvenssiä B. rapa lajin tietokannoista, ne lyhen-
nettiin 61bp pituuteen tarkentamaan merkkien uudelleen hakua (Kuva 8). Re-
tikan SNP merkit haettiin uudelleen erikseen molemmilla alleeleilla B. 
rapa_Chiifu_v1.0 -tietokannasta Radish Genome Database- verkkosivuston 
BLASTN-ohjelmalla (http://radish-genome.org). Haussa käytettiin ’similar 
secuence’ -optimointia, lisäksi E-arvo oli rajattu 1e-10:een ja matriisiksi oli 
valittu BLOSUM62. In silico-mallinnukselle kontrollitoimena oli laboratori-
ossa retikkanäytteeseen testattujen 47 rypsin SNP-merkin sekvenssivertailu 
retikan genomiin. Kontrollitoimessa käytettiin Radish_V124.fix.fa-tietokan-
taa ja Radish Genome Database-verkkosivuston BLASTN-ohjelmaa 




ja sekvenssit haettiin erikseen molemmilla alleeleilla. Haussa käytettiin ’si-
milar secuence’ -optimointia, lisäksi E-arvo oli rajattu 1e-10:een ja matriisiksi 
oli valittu BLOSUM62. 
 
 
Kuva 8. Tarvittaessa SNP-merkin molemmat alleelit lyhennettiin kuvan 
osoittamalla tavalla tarkentamaan merkin referenssisekvenssin hakua 
BLAST-ohjelmalla. 
 




SNP-työkalun testauksen koejäsenet koostuivat retikan SNP-merkkien posi-
tiivi ja negatiivi kontrolleista sekä rypsin risteytysjälkeläistön aineistotestauk-
sesta (Taulukko 2).  SNP-työkalun aineistotestauksessa käytettiin rypsin ta-
kaisinristeytysohjelman 22 jälkeläisen otosta, jossa jälkeläiset olivat BC₃F₂ 
sukupolvea (Kuva9). SNP-työkalun testauksessa viisi koejäsentä oli retikan 
SNP-merkkien positiivi kontrolleja. Retikan SNP-merkkien positiivi kontrol-
lina toimi retikan tavanomainen lajike ’Daikon’(Japani) ja sen useamman yk-
silön lehdistä kerätty bulk-näyte. Retikan SNP-merkkien positiivi kontrollina 
toimi myös retikan kromosomin sisältävä rypsin palauttajalinja eli R-linja 
4021-2 Rfk (Helsingin yliopisto), jonka ylimääräisessä kromosomissa on 
PPR-B-geenialue. Tulevaisuudessa SNP-työkalua voitaisiin hyödyntää myös 
hankkeen muihin rypsin takaisinristeytysohjelmiin, joissa on käytetty kromo-
somiltaan yksinkertaista eli haploidista rapsilinja RfA4:sta tai haploidista rap-




ja R2000 sisällytettiin koejäseniin. SNP-työkalussa rapsin jalostuslinja RfA4 
(Plantech Research Institute, Japani) toimi retikan SNP-merkkien positiivi 
kontrollina, mikä sisältää todennäköisesti PPR-B-geenialueen 4021-2 Rfk:n 
tavoin ylimääräisessä retikan kromosomissa tai kromosomin osassa. Rapsin 
jalostuslinja R2000 (Institut national de la recherche agronomique, Ranska) 
toimi retikan SNP-merkkien positiivi kontrollina, minkä C genomin kromo-




Kuva 9. Tässä tutkimuksessa tarkasteltiin rapsi (B. napus) x rypsi (B. rapa) 
takaisinristeytysohjelman jälkeläisiä BC₃F₂ sukupolvessa. Kuvassa esiintyvä 
pieni RR kuvaa rypsin ja rapsin perimässä sijaitsevaa ylimääräistä retikan 
kromosomia tai kromosomin osaa. Kuvassa näkyvät kehystettynä kaksi rap-
sin haploidista risteytysvanhempaa, RfA4 ja R2000, joiden risteytysjälkeläis-
tön testauksessa voidaan hyödyntää samaa SNP-työkalua. 
 
SNP-työkalun testauksessa neljä koejäsentä oli retikan SNP-merkkien nega-
tiivi kontrolleja. Retikan SNP-merkkien negatiivi kontrollina toimi takaisin-
risteytysohjelmassa isälinjan lähtöaineistona käytetty rypsin jalostuslinja 




lajikkeet ´Cordelia´ ja ´SW Petita´.  SNP-työkalussa retikan SNP-merkkien 
negatiivi kontrollina toimi myös rypsi 58.Cordelia l. (Boreal kasvinjalostus 
Oy), joka sisältää osia rapsin PPR-geenialueesta. SNP-työkalussa jokaisesta 
kontrollista testattiin 8 yksilön lehtinäytteet, paitsi retikan ’Daikon’ bulk-näy-
teestä testattiin kaksi näytettä. Lehtinäytteiden kasvatus ja keruu suoritettiin 
Helsingin yliopiston Viikin tutkimus kasvihuoneella ja osaksi Boreal Kasvin-
jalostus Oy:n kasvihuoneilla. 
 
 
Taulukko 2. SNP-työkalun testaamisessa käytettyjen koejäsenten nimet, kas-
vilajit, näytteenotto-vuosi, työssä koejäsenille annetut koodit sekä koejäsenen 




5.3.2 DNA eristys 
 
Lehtinäytteiden koko genominen DNA pikaeristettiin TissueLyser Adapter 
setillä (QIAGENR). Rypsin jalostuslinja 4021B ja retikan tavanomainen la-
jike ‘Daikon’ yhden yksilön lehtinäytteestä jaettiin kaksi rinnakkaisnäytettä, 
jotka eristettiin DNA pikaeristämällä ja CTAB menetelmällä (Doyle & Do-
yle, 1987). Rinnakkaisnäytteiden eri DNA eristysmenetelmien toimivuutta 
verrattiin Fluidigim analyysin tuloksista. Jokaisesta pikaeristettävästä lehti-
näytteestä sijoitettiin noin 5mm pala eristysputkeen, johon sekoitettiin 80 µl 




kolme kertaa 18Hz, (TissueLyser ǀǀ, QIAGENR), jonka jälkeen näytteet 
sentrifuugattiin alas putkissa 1000 rpm (Eppendorf 5804 D, Eppendorf AG, 
Saksa). Näytteet inkuboitiin 94°C 1min 20s. ja sentrifuugattiin 3300 rpm 20s. 
Lopuksi putkiin lisättiin 120µl 0,5 M Tris-HCl (pH 8) 0,25% Nonidet P40-
liuosta, jonka jälkeen inkuboitiin 94°C 2min 30s. ja sentrifuugattiin 3300 rpm 




In silico- menetelmällä SNP-työkaluun valituille retikan R9-kromosomin 
SNP-merkeille Fluidigm Corporation suunnitteli STA, ASP1, ASP2 ja LSP-
alukkeet. Aiemmin hankkeessa rypsin kromosomiston 96 SNP-merkin koko-
elman monistuminen oli testattu retikkanäytteessä Fluidigm analyysilla. 
Tässä työssä Fluidigm SNP Genotyping Analysis -ohjelmalla tarkasteltiin ko-
koelman merkkien monistumista retikkanäytteessä ja SNP-merkin teknistä 
toimivuutta. SNP-työkalussa rypsin SNP-merkkien avulla tulisi havaita ai-
neistosta kaikki rypsin kromosomit. Kokoelmasta valittiin 60 rypsin SNP-
merkkiä (Tanhuanpää ym. 2015, Boreal kasvinjalostus Oy) SNP-työkalun 
testaukseen, mitkä kattoivat rypsin kaikki kromosomit. Lisäksi kokoelman 
ulkopuolelta SNP-työkalun testaukseen lisättiin kaksi retikkanäytteessä tes-
taamatonta rypsin A9-kromosomin SNP-merkkiä (Boreal kasvinjalostus Oy). 
SNP-työkalun testauksessa käytettiin retikan ja rypsin SNP-merkkejä yh-
teensä 95 ja lisäksi SNP-työkaluun lisättiin retikan R9-kromosomiin kohden-
nettu B. rapa ssp. pekinensis BAC-klooni KBrB025K04 BAC-SNP-merkki 
(RsH016N04) (Mun ym. 2015). 
 
Fluidigm analyysissa käytettiin 96 näytepaikkaista ajolevykettä (The 
Fluidigm 96.96 Dynamic Array™). Ajolevykkeen näytepuolen 92 näytepaik-
kaa täytettiin koejäsenten näytteillä ja neljä näytepaikkaa olivat analyysin ei 
templaattisia kontrolleja (Liite 4). Ajolevykkeen alukepuoli täytettiin retikan 




analyysin eri työvaiheet suoritettiin Fluidigm SNP genotyping user guide 
(https://www.fluidigm.com/binaries/content/assets/fluidigm/snpgt_ana-
lysis_ug_68000098.pdf) SNP Type™ Assays for SNP Genotyping on the Dy-
namic Array™ IFCs -osion ohjeiden mukaisesti. Fluidigm analyysin tuloksia 




Menetelmä osiossa esitettiin osa tuloksista, jotka vaikuttivat työn toteuttami-
seen. Tulokset osiossa on esitettynä tietokantojen tarkastelun tulokset ja SNP-
työkalun testauksen tulokset.  
 
6.1 DNA tietokantojen käyttö 
 
6.1.1 Tietokannan valinta 
 
Lajispesifisten retikan SNP-merkkien valintaan in silico-mallinnuksen avulla 
tarvittiin rypsin genomin sisältävä tietokanta, mihin työssä valittiin Genban-
kin B. rapa lajin tietokannat ja B. rapa_Chiifu_v1.0- tietokanta. Työssä tar-
kasteltiin Radish Genome Database, NODAI Radish Genome Database, 
Raphanus Sativus Genome Database ja RadishBase verkkosivustoja, jotka si-
sälsivät kasvilajien tietokantoja eri sekvenssi tietolähteistä (Taulukko 3). Ra-
dish Genome Database verkkosivusto sisälsi neljän kasvilajin tietokannat, 
joista B. oleracea sekä Arabidopsis thaliana lajien tietokatoja ei tässä työssä 
tarkasteltu. NODAI Radish Genome Database verkkosivusto sisälsi yhden R. 
sativus genomisekvenssiin pohjautuvan tietokannan, jota oli laajennettu liitä-
mällä markkerien ja geenimallien sekvenssejä. Raphanus Sativus Genome 
Database verkkosivusto sisälsi myös yhden R. sativus genomisekvenssiin 
pohjautuvan tietokannan. RadishBase-verkkosivusto sisälsi yhden R. sativus 






Verkkosivustojen BLASTN-ohjelman käyttöominaisuudet olivat keskenään 
samanlaiset ja niissä käytettävissä oli ’similar blast’-optimointi. NCBI-verk-
kosivuston BLASTN-ohjelma sisälsi ’mega blast’, ’discontiguous megablast’ 
ja ’similar blast’-optimoinnit. NCBI-verkkosivustolla oli päivitetyin 2.6.0. 

















Radish Genome Radish_V124.fix.fa 
1 Raphanus sativus Genomisekvenssit ja 2.2.26 http://radish-genome.org/ 
Database B. rapa_Chiifu_v1.0 
2 Brassica rapa vertailevat Brassica 
- Brassica oleracea genomit, muut 











4 Raphanus sativus Genomisekvenssit 2.2.18 http://radish.kazusa.or.jp/ 
RadishBase radish_unigene
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6.1.2 Tietokantahaku BLAST-ohjelmalla 
 
Retikan R9-kromosomin 118 SNP-merkin sekvenssivertailu tehtiin Genban-
kin B. rapa lajin sekvenssitietokantoihin ja Radish Genome Database- verk-
kosivuston B. rapa_Chiifu_v1.0 -tietokantaan. (Kuva 10). Retikan R9-kromo-
somin SNP-merkeistä 43%:a ei ollut retikalle lajispesifisiä sekvenssiverratta-
essa Genbankin B. rapa lajin sekvenssitietokantoihin (10.08.2017).  B. 
rapa_Chiifu_v1.0 -tietokannasta 71%:lle löytyi vastaavuus toisella tai mo-
lemmilla alleeleilla (10.08.2017). Laboratoriossa tehtävään lajispesifisyys 
testaukseen valittiin 33 retikan R9-kromosomin SNP-merkkiä, jotka esiintyi-
vät 205,8 cM karttaetäisyys alueella keskimäärin 6,4 cM välein mukaan lu-
kien lisätty BAC-SNP merkki (Kuva 11 A). Lajispesifisyys testaukseen vali-




Kuva 10.  Työssä sekvenssiverrattiin retikan R9-kromosomin 118 SNP-merk-
kiä Genbankin B. rapa lajin sekvenssitietokantoihin ja Radish Genome Data-
base- verkkosivuston B. rapa_Chiifu_v1.0 -tietokantaan. Retikan SNP-mer-
keistä 43% löytyi vastaavuus B. rapa lajin sekvenssitietokannoista sekä 71% 





Kuva 11. In silico-mallinnuksella SNP-työkaluun valitut R9-kromosomin 
SNP-merkkien sijainnit R9-kromosomissa (Mun ym. 2015). (A) Geneettinen 
kartta. Kartta-etäisyydet ovat ilmoitettu senttimorganeina (cM), jotka ovat 
merkittynä vasemmalla puolella ja SNP-merkkien nimet ovat oikealla. (B) 
Fysikaalinen kartta. Karttaetäisyydet ovat ilmoitettu emäksinä (bp) kuvan va-




In silico-mallinnuksen kontrollitoimessa retikan genomin sisältävään tieto-
kantaan sekvenssiverrattiin 47 rypsin SNP-merkkiä, joista retikkanäytteessä 
41 rypsin SNP-merkkiä ei ollut monistunut ja 6 rypsin SNP-merkkiä oli mo-
nistunut. Retikkanäytteissä ei monistuneista rypsin SNP-merkeistä 23,4%:lle 
löytyi vastaavuus toisella tai molemmilla alleeleilla Radish_V124.fix.fa-tie-
tokannasta (19.09.2017). Retikkanäytteessä monistuneille Bra026898_1237, 
Bra036047_559 ja Bra024749 ei löytynyt vastaavuutta Radish_V124.fix.fa-
tietokannasta (19.09.2017). 
 
Retikan BAC64 kloonin 127479bp sekvenssille parhaimman samankaltaisen 
sekvenssin bitti pisteen (bits) tuloksen antoi Radish Genome Database-verk-
kosivuston Radish_V124.fix.fa-tietokanta (Taulukko 4). BAC64 kloonille 
vastaavan alueen Radish_V124.fix.fa-tietokanta osoitti R9-kromosomissa 
(12.6.2017). NODAI Radish Genome Database- verkkosivuston rsg_allv1-
tietokanta osoitti BAC64 kloonille vastaavan alueen Rsa1.0_01467.1 alueella 
(12.6.2017). Raphanus Sativus Genome Database-verkkosivuston RSA_r1.0-
tietokanta osoitti vastaavan alueen Rs_scaf131 alueella (12.6.2017) ja Ra-
dishBase-verkkosivuston radish_unigene-tietokanta osoitti vastaavan alueen 
UN05282 alueella (12.6.2017). NCBI-verkkosivuston BLASTN-ohjelman 
tulos oli kokomittainen retikan BAC64 kloonin sekvenssi (12.6.2017) eikä 
BAC64 kloonille vastaavaa aluetta voitu paikantaa retikan genomista NCBI:n 
BLASTN-ohjelmalla. Hankkeessa aiemmin retikan BAC64 kloonin sijainti 
oli kohdennettu R9-kromosomiin ja tässä työssä myös parhaimman hakutu-













6.2 SNP-työkalun testaaminen 
 
6.2.1 Rypsin SNP-merkkien valinta 
 
Aiemmin hankkeessa tehdyn Fluidigm analyysin tuloksista tarkasteltiin ryp-
sin kromosomiston 96 SNP-merkki kokoelman monistumista retikkanäyt-
teessä ja SNP-merkkien vesipisteiden sijainteja. Retikkanäytteessä rypsin 
SNP-merkkejä monistui 43,75%:a sekä vesipiste oli kartalla rypsin SNP- 
merkeistä 13,54%:lla (Liite 3). Tarkastelussa rypsin SNP-merkeistä 37,5% 
hylättiin SNP-työkalusta. Kokoelmasta SNP-työkalun testaukseen valittiin 50 
retikkanäytteessä ei monistunutta rypsin SNP-merkkiä ja 10 rypsin SNP-
merkkiä, jotka olivat monistuneet retikkanäytteessä. SNP-työkalun testauk-
sessa käytettiin 62 rypsimerkkiä rypsin eri kromosomeista (Taulukko 5). A9-
kromosomin S9_8224170 ja S9_32116439 monistumista retikkanäytteessä ei 









Taulukko 5. SNP-työkalun testaamiseen valittujen rypsin SNP-merkkien 






SNP-työkalun 33 retikan SNP-merkin ja BAC-SNP-merkin sekä 62 rypsin 
SNP-merkin teknistä toimivuutta tarkasteltiin Fluidigm analyysin tuloksista. 
NTC sijainti ei ollut optimaalinen kahdessa retikan SNP-merkissä 
(RsSNP13074, RsSNP11056) sekä yhdessä rypsin SNP-merkissä 
(S9_2081300), joiden antama tulos oli tulkittavissa huonosti eikä SNP-merk-
kejä käytetty tulosten analysoinnissa (Kuva 12). Retikan tavanomainen lajike 
’Daikon’ rinnakkaisnäytteiden tulokset olivat tulkittavissa huonosti eikä rin-
nakkaisnäytteiden eri eristysmenetelmien toimivuutta verrattu toisiinsa. 
Myös rypsin jalostuslinja 4021B rinnakkaisnäytteiden tulokset olivat tulkit-






    (A)  (B)  (C) 
Kuva 12. Kartalla sijaitsevat värilliset pisteet havainnoivat SNP-merkin mo-
nistumista koejäsenissä ja mustat pisteet ovat ei templaattisia kontrolleja. Tu-
los oli huonosti tulkittavissa SNP-työkalun retikan SNP-merkeistä (A) 
RsSNP13074 (SNP21) ja (B) RsSNP11056 (SNP58) sekä rypsin SNP-mer-
keistä (C) S9_2081300 (SNP15). 
 
 
31 retikan SNP-merkkiä oli tulkittavissa hyvin ja merkkien monistumista ha-
vaittiin kontrolleilla (Taulukko 6). SNP-työkalussa positiivi kontrollina toi-
mivat retikan tavanomainen lajike ’Daikon’ ja useamman yksilön lehdistä ke-
rätty ’Daikon’ bulk-näyte, sekä retikan ylimääräisen tai integroituneen kro-
mosomin sisältävät rapsin jalostuslinjat R2000 ja RfA4 sekä rypsin R-linja 
4021-2 Rfk. Jokaisessa retikan tavanomainen lajike ’Daikon’ yksilönäyt-
teessä ja yhdessä ’Daikon’ bulk-näyttessä monistuivat kaikki 31 retikan SNP-
merkkiä, mutta toisessa ’Daikon’ bulk-näytteessä ei monistunut RsSNP06589 
-merkki. Rapsin jalostuslinja RfA4:n kaikissa yksilönäytteissä monistui 5 re-
tikan SNP-merkkiä. Rypsin R-linjan 4021-2 Rfk kuuden yksilön näytteessä 
monistui samat viisi retikan SNP-merkkiä. Lisäksi yhdellä 4021-2 Rfk linjan 
yksilöllä havaittiin 15 ylimääräisen retikan SNP-merkin monistuminen ja toi-
sella yksilöllä havaittiin yhden ylimääräisen retikan SNP-merkin monistumi-
nen. Rapsin jalostuslinjan R2000 seitsemän yksilön näytteessä monistui 10 
retikan SNP-merkkiä ja R2000 linjan yhdellä yksilöllä havaittiin 10 retikan 
SNP-merkin lisäksi RsSNP10004-merkin monistuminen. SNP-työkalun kai-
kissa kontrolleissa monistui BAC-SNP-merkki (RsH016N04). SNP-työka-
lussa negatiivi kontrollina toimivat rypsi jalostuslinja 4021B, rypsi 58.Corde-
lia l. sekä rypsin tavanomaiset lajikkeet ’Cordelia’ ja ’SW Petita’. Negatiivi 




monistumista, mitkä olivat epäinformatiivisia selvittämään retikan kromo-
somin siirtymistä rypsille. 
 
SNP-työkalun 61 rypsin SNP-merkkiä oli hyvin tulkittavissa ja niiden monis-
tumista havaittiin kontrolleilla (Taulukko 7). Retikan tavanomainen lajike 
’Daikon’ ja ’Daikon’ bulk-näytteen yksilönäytteissä monistui 9 rypsin SNP-
merkkiä, joista aiemmin retikkanäytteessä ei ollut monistunut 
Bra010747_186 ja S8_21433770 -merkki. Nämä rypsin SNP-merkit löytyivät 
toisella alleelilla retikan genomista. Jokaisessa rypsin R-linja 4021-2 Rfk yk-
silönäytteessä monistuivat kaikki 61 rypsin SNP-merkkiä. Rapsin jalostuslin-
jassa RfA4 ei monistunut S6_7320502-merkki. Rapsin jalostuslinja R2000 
yksilönäytteissä ei monistunut kolme rypsin SNP-merkkiä. Jokaisessa rypsi 
jalostuslinja 4021B yksilönäytteessä monistuivat kaikki 61 rypsin SNP-merk-
kiä. Rypsi 58.Cordelia kuuden yksilön näytteissä monistuivat kaikki 31 reti-
kan SNP-merkkiä, mutta kahdella rypsi 58.Cordelia yksilöllä ei monistunut 
S5_17417256-merkki. Rypsin tavanomainen lajike ’Cordelia’ kahdella yksi-
löllä ei monistunut sama S5_17417256 -merkki. Rypsin tavanomainen lajike 
’SW Petita’ viiden yksilön näytteissä monistuivat kaikki 31 retikan SNP-
merkkiä, mutta kahdella rypsi 58.Cordelia yksilöllä ei monistunut 
Bra036921_710 ja Bra003121_282- merkit. Lisäksi yhdellä rypsi 58.Cordelia 
yksilöllä ei monistunut Bra001747_921-merkki sekä yhdellä rypsi 58.Corde-





Taulukko 6. SNP-työkalun kontrollien tulokset yhdelle BAC-SNP-merkille (RsH016N04) ja 31 retikan SNP-merkille. SNP-merkit on järjestetty retikan 





Taulukko 7. SNP-työkalun kontrollien tulokset 61 rypsin SNP-merkille. SNP-merkit on järjestetty rypsin kromosomiston fysikaalisten sijaintien 









6.2.3 Rypsin risteytysjälkeläistö 
 
Retikan SNP-merkeistä RsSNP07307, RsSNP13127, RsSNP01618 -merkit 
jätettiin analysoimatta rypsin risteytysjälkeläistöstä, mitkä kontrolleilla todet-
tiin olevan epäinformatiivisia retikan kromosomin siirtymisen selvittämiseen. 
Myös BAC-SNP-merkki monistui kaikilla negatiivikontrolleilla, mutta posi-
tiivikontrolleilla se todettiin liittyvän PPR-B alueen sijaintiin R9-kromo-
somissa. Rypsille lajispesifisiä ei ollut 9 rypsin SNP-merkkiä sekä 
S5_17417256, Bra001747_921 ja Bra003121_282 ei monistunut kaikissa 
rypsi kontrolleissa. Nämä merkit jätettiin analysoimatta rypsin risteytysjälke-
läistöstä, koska niillä ei voi havaita mahdollisen R9-kromosomin integraation 
tapahtumista. Rypsin risteytysjälkeläistön yhdellä yksilöllä jäi monistumatta 
useita rypsin SNP-merkkejä eikä yksilöä käytetty tulosten analysoinnissa. 
 
SNP-työkalun 28 retikan SNP-merkin monistumista havainnoitiin rypsin ris-
teytysjälkeläistön 20 fertiilillä ja 3 steriilillä yksilöillä (Taulukko 8). Jokai-
sella rypsin risteytysjälkeläistön yksilöllä monistui BAC-SNP-merkki 
(RsH016N04). Rypsin risteytysjälkeläistön 18 fertiilillä yksilöllä monistui 
neljä retikan SNP-merkkiä. Rypsin risteytysjälkeläistön yhdellä fertiilillä yk-
silöllä havaittiin neljän retikan SNP-merkin lisäksi RsSNP09335 -merkin mo-
nistuminen sekä yhdellä fertiilillä yksilöllä monistui RsSNP11584 -merkki. 
Lisäksi rypsin risteytysjälkeläistön kahdella fertiilillä yksilöllä havaittiin kah-
den ylimääräisen retikan SNP-merkin monistuminen sekä yhdellä fertiilillä 
yksilöllä havaittiin neljän ylimääräisen retikan SNP-merkin monistuminen. 
Rypsin risteytysjälkeläistön yhdellä steriilillä yksilöllä havaittiin yhden reti-
kan SNP-merkin (RsSNP15577) monistuminen sekä yhdellä steriilillä yksi-
löllä havaittiin RsSNP15577-merkin lisäksi RsSNP08087-merkin monistu-
minen. Rypsin risteytysjälkeläistön yhdellä steriilillä yksilöllä ei monistunut 
retikan SNP-merkkejä. Jokaisella rypsin risteytysjälkeläistön 21 jälkeläisellä 





Rypsin risteytysjälkeläistön fertiileillä yksilöillä havaittujen neljän retikan 
SNP-merkin ja BAC-SNP-merkin minimipituus oli 3,9 megabase (Mb) ja 
maksimiväli 32,6 Mb. Rapsin jalostuslinja RfA4:ssa ja rypsin R-linja 4021-2 
Rfk:ssa retikkafragmentti oli saman kokoinen kuin rypsin risteytysjälkeläis-
tön fertiileillä yksilöillä (Kuva 13). Rapsin jalostuslinja R2000 yksilöillä ha-
vaittujen retikan SNP-merkin minimipituus oli 18,1 Mb ja maksimiväli 19,3 
Mb. BAC-SNP-merkki (RsH016N04) liittyy suoraan PPR-B-geenialueeseen. 
Kaikissa retikan kromosomin ylimääräisenä tai integroituneena sisältävissä 
rapsi-, ja rypsikontrolleissa sekä rypsin risteytysjälkeläistön fertiileillä yksi-
löillä monistuneet neljä retikan SNP-merkkiä sijaitsevat kromosomissa lä-








Kuva 13.  Rypsin risteytysjälkeläistön fertiileillä yksilöillä sekä positiivi 
kontrolli rapsin jalostuslinja RfA4 ja rypsin R-linja 4021-2 Rfk kaikissa yk-
silönäytteissä (A) monistui 4 retikan SNP-merkkiä (RsSNP06589, 
RsSNP14107, RsSNP08087, RsSNP15577) (B) Positiivi kontrolli rapsin ja-
lostuslinja R2000-linjan kaikissa yksilönäytteissä monistui 9 retikan SNP-
merkkiä (RsSNP13127, RsSNP14667, RsSNP09335, RsSNP15168, 
RsSNP06589, RsSNP14107, RsSNP08087, RsSNP15577, RsSNP01304, 
RsSNP01249). BAC-SNP-merkki RsH016N04 liittyy suoraan PPR-B-geeni-
alueeseen. Kuvassa on negatiivi kontrolleissa havaittu RsSNP13127, joka oli 




Taulukko 8. SNP-työkalun rypsin 21 risteytysjälkeläisen tulokset 28 retikan SNP-merkille. SNP-merkit on järjestetty retikan R9-kromosomin geneettisen 





Taulukko 9. SNP-työkalun rypsin 21 risteytysjälkeläisen tulokset 48 rypsin SNP-merkille. SNP-merkit on järjestetty rypsin kromosomiston fysikaalisten 








7 TULOSTEN TARKASTELU 
 
7.1 DNA tietokantojen käytön arviointi 
 
Lajispesifisten retikan SNP-merkkien valintaa varten työhön haettiin rypsin 
genomin sisältävää tietokantaa. Rypsille ei vielä ole olemassa tietokantaa, 
mistä johtuen työssä käytettiin saman lajin muihin morfotyyppeihin perustu-
via B. rapa tietokantoja. Kaikissa koejäsenissä monistui (SNP33) retikan 
SNP-merkki in silico mallinnuksella työkaluun valituista retikan SNP-mer-
keistä. Sama merkki monistui myös rypsillä, vaikka sille ei löytynyt vastaa-
vuutta B. rapa tietokannoista. Tulos saattoi johtua siitä, ettei B. rapa tietokan-
nat olleet täysin kattavia rypsille, jolloin sekvenssivertailulla B. rapa tieto-
kannasta lajispesifiseksi luokiteltu retikan merkki kuitenkin monistui rypsillä. 
Tuloksissa BLAST-ohjelma voi antaa väärät sitoutumiskohdat, jos asetetut 
parametrit eivät ole sopivat hakusekvenssille. Sekvenssivertailussa E-arvon 
olisi voinut rajata pienemmäksi, mutta huonosti optimoitu alustus haulle voi 
johtaa merkin monistumiseen vaikkei sen vastaavuutta löytyisi tietokannasta 
(Heinze 2007). 
 
In silico -menetelmän kontrollitoimessa rypsin SNP-merkeille vastaavuutta 
haettiin retikan tietokannasta. Aiemmin retikkanäytteessä ei ollut monistunut 
Bra010747_186 ja S8_21433770 rypsin SNP-merkit, joille vastaavuus löytyi 
retikan genomista. Työkalun testauksessa kyseiset rypsin SNP-merkit monis-
tuivat työkalun retikkanäytteissä. Työkalun retikkanäytteet eivät olleet sa-
moja kuin aiemmin rypsin SNP-merkkien lajispesifisyys testaukseen käytetty 
retikkanäyte. Tästä johtuen tuloksissa havaittiin yksilöllistä eroa saman retik-
kalajikkeen sisällä. Julkisesti saatavilla olevat genomisekvenssit ovat vain 
pieni otos koko lajin pan-genomista. Tutkimuksissa in silico -mallintamalla 
voidaan hyötyä jo olemassa olevasta tiedosta mutta varsinainen lajispesifi-






7.2 SNP-työkalu toimivuus 
 
SNP-työkalusta hylättiin kontrolleilla epävakaasti monistuneet SNP-merkit 
sekä teknisesti huonosti analyysissa toimineet SNP-merkit. Rypsin jälkeläis-
ten analysointiin käytettiin SNP-työkalua, jossa retikan SNP-merkit eivät mo-
nistuneet rypsi tavanomaisista lajikkeista ja retikkanäytteissä monistumatto-
mia rypsin SNP-merkkejä. Lopullinen SNP-työkalu koostui 28 retikan SNP-
merkistä ja 48 rypsin SNP-merkistä, millä tarkasteltiin aineiston rypsin kro-
mosomeja sekä retikan R9-kromosomin kokoa aineistossa. SNP-työkalun tes-
tauksessa käytetty BAC-SNP-merkki monistui kaikissa koejäsenissä, mutta 
kaikissa retikan kromosomin ylimääräisenä tai integroituneena sisältävissä 
rapsi-, ja rypsi positiivikontrolleissa monistuneet retikan SNP-merkit olivat 
tutkituista R9-kromosomin merkeistä lähimpänä BAC-SNP-merkkiä. SNP-
työkalun testauksessa BAC-SNP-merkki kohdensi fertiliteetin palauttavaa 
PPR-B-geenialueen sijaintia R9-kromosomissa. 
 
SNP-työkalulla havaittiin rypsin F1-hybridi risteytysjälkeläistön fertiileissä 
yksilöissä monistuvan RsSNP06589, RsSNP14107, RsSNP08087 ja 
RsSNP15577. Nämä merkit sijaitsivat R9-kromosomissa lähimpänä fertili-
teetin palauttavaa PPR-B-geenialuetta. Myös steriileillä yksilöillä monistui 
fertiliteetin palauttavaa PPR-B-geenialueen läheltä RsSNP15577 ja 
RsSNP08087, mutta steriilien sisältämä retikkafragmentti ei palauttanut fer-
tiliteettiä yksilöille. Työssä oletuksena oli, että integroituva retikan kromo-
somialue poistaisi osan rypsin omasta kromosomista ja rypsin kromosomin 
osan puuttuminen havaittaisiin SNP-työkalun rypsin SNP-merkkien monistu-
matta jäämisenä A9-kromosomissa. Lisäksi oletettiin, että jälkeläiset voisi 
luokitella integroituneisiin ja ylimääräisen kromosomin omaaviin SNP-työ-
kalun rypsin SNP-merkkien avulla. Kuitenkin kaikki rypsin SNP-merkit mo-
nistuivat rypsin risteytysjälkeläisillä. Nämä tulokset eivät osoita onko integ-
raatio tapahtunut F1 hybridi risteytysjälkeläistön fertiileillä yksilöillä vai 
onko fertiliteetin palauttava PPR-B-geenialue vielä ylimääräisenä eli integ-





Työssä kehitettyä SNP-työkalua ei suoranaisesti sellaisenaan voi hyödyntää 
rypsin hybridijalostusmenetelmän kehittämisessä, koska integroitumisen seu-
lonta haluttaisiin tehdä jo rypsin risteytysjälkeläistön ensimmäisen takaisin-
risteytysten jälkeen, kun yksilöt ovat vielä suurimmaksi osaksi heterotsygoot-
teja. Kaneko ym. (2003) tutkimuksessaan osoittivat, että R. sativus x B. rapa 
(2n = 19) risteytysjälkeläisten morfologiset piirteet säilyvät genomissa vii-
denteen takaisinristeytykseen asti (BC5). Tästä johtuen lisää rypsin ristetys-
jälkeläistön takaisinristeytyksiä tarvitaan tuottamaan homotsygoottisemmat 
yksilöt, jotta SNP-työkalulla olisi havaittavissa rypsin SNP-merkkien monis-
tumatta jääminen integraatiokohdasta. Tutkimuksissa on osoitettu, että R ja 
A genomien kromosomien koko ja rakenne ovat samankaltaiset sekä ne sisäl-
tävän samankaltaisia alueita (Shirasawa ym. 2011, Hwang ym. 2012). Takai-
sinristeytyksissä retikan kromosomi on integroitunut rypsin kromosomien 
kanssa (Tonosaki ym. 2014), jolloin rypsin risteytysjälkeläistössä integroitu-
mattoman retikan kromosomin on mahdollista liittyä rypsin genomiin. Jalos-
tusohjelmassa DNA-valintamerkkeinä voisi käyttää rypsin risteytysjälkeläis-
tön fertiileissä monistuneita RsSNP06589 ja RsSNP14107, jotka eivät monis-
tuneet steriileillä. Tällöin kasvuvaiheessa olevat yksilöt voitaisiin testata va-
lintamerkkien avulla ja jaotella yksilöt fertiileihin sekä steriileihin ennen ku-
kintavaihetta.  
 
Rapsin jalostuslinja R2000 C genomin kromosomissa on tiedettävästi integ-
roituneena Rfo-geeni, joka havaittiin tuloksissa isona retikkafragmenttina. 
Työssä oletuksena oli, että rapsin jalostuslinja RfA4 sisältää todennäköisesti 
PPR-B-geenialueen ylimääräisessä retikan kromosomissa tai kromosomin 
osassa, jolloin kaikki tutkitut R9-kromosomin merkit monistuisivat tai vain 
osa merkeistä R9-krmomosomin päistä. Näin kuitenkaan ei tapahtunut ja tu-
loksissa rapsin jalostuslinja RfA4:ssa havaittiin vain samojen merkkien mo-
nistumista, kuin rypsin risteytysaineiston fertiileillä yksilöillä. Myös rypsin 
R-linja 4021-2 Rfk useammalla yksilöllä monistui samat neljä retikan SNP-
merkkiä kuin rypsin risteytysaineiston fertiileillä yksilöillä. Lisäksi rypsin R-




merkki, kuten Niemelä ym. (2012) tunnistivat fluoresenssi in situ hybridisaa-
tio (FISH)-menetelmällä rypsin R-linja 4021-2 Rfk genomista ylimääräisen 
kromosomin. Kuitenkin SNP-työkalun retikan SNP-merkkien avulla havait-
tiin, että rypsin R-linjassa 4021-2 Rfk useammalla yksilöllä jäi monistumatta 
useita retikan SNP-merkkejä R9-kromosomin päistä, kuin myös rapsin jalos-
tuslinja RfA4:ssa. Nämä tulokset osoittavat, ettei integroitumaton retikan kro-
mosomi ole kokonaisena rapsin jalostuslinja RfA4 ja rypsin R-linja 4021-2 




Työssä tavoitteena oli kehittää R9-kromosomialueiden tunnistamiseen SNP-
työkalu. SNP-työkalun kehittämistä varten valittiin B.rapa tietokantoja, joilla 
valittujen SNP-merkkien lajispesifisyys testattiin laboratoriossa. Työssä ke-
hitetty SNP-työkalu koostui lajispesifisistä 28 retikan SNP-merkistä ja 48 
rypsin SNP-merkistä. Tuloksissa havaittiin rypsin risteytysjälkeläistön fertii-
leillä yksilöillä neljän retikan SNP -merkin monistuminen, mitkä sijaitsevat 
R9-kromosomissa lähimpänä fertiliteetin palauttavaa PPR-B-geenialuetta. 
Kuitenkaan SNP-työkalulla ei pystynyt osoittamaan onko integraatio tapah-
tunut tutkitun aineiston fertiileillä yksilöillä vai onko fertiliteetin palauttava 
PPR-B-geenialue vielä integroitumattomana retikan kromosomina, koska 
kaikki SNP-työkalun rypsin SNP-merkit monistuivat rypsin risteytysjälkeläi-
sillä. Työssä rypsin riteytysjälkeläistön fertiileissä monistuneita retikan SNP-
merkkejä voisi käyttää DNA-valintamerkkeinä tunnistettaessa yksilöitä, joilla 
on fertiliteetin F1 hybrideissä palauttava PPR-B-geenialue rypsin genomissa. 
Suoranaisesti sellaisenaan työssä kehitettyä SNP-työkalua ei voi hyödyntää 
rypsin hybridijalostusmenetelmän kehittämisessä, koska integroitumisen seu-
lonta haluttaisiin tehdä jo rypsin risteytysjälkeläistön F1 hybrideissä. Tässä 
tutkimuksessa SNP-työkalun avulla selvisi, että genomissa ylimääräisenä 
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